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垂序商陆及胜红蓟提取物对降香黄檀炭疽病菌的

抑菌机理研究

周洁尘，　周国英，　刘君昂，　何苑?，　董文统

（中南林业科技大学，森林有害生物防控湖南省重点实验室；经济林培育与保护省部共建教育部重点实验室，长沙　４１０００４）

摘要　通过测定垂序商陆与胜红蓟乙酸乙酯提取物处理后的降香黄檀炭疽病菌内丙二醛含量、蛋白质含量以及４

种酶活性，来初步判断垂序商陆与胜红蓟提取物对炭疽病菌的作用机理。结果表明：两种提取物都能在一定程度上

破坏炭疽病病原菌膜系统，垂序商陆处理组丙二醛含量在５６ｈ后显著提高，胜红蓟处理组则缓慢增加，略高于对照

组；垂序商陆处理组菌体内蛋白质含量先增加，３２ｈ后急剧降低，胜红蓟处理组蛋白质含量从初期开始就少于对照

组；两种提取物都能影响菌体的保护性酶活性，两处理组ＳＯＤ活力都呈现先增高后降低的趋势，ＣＡＴ活力高于对

照组。两组ＳＤＨ、ＬＤＨ活力都小于对照组，而垂序商陆处理组ＳＤＨ、ＬＤＨ活力小于胜红蓟处理组。初步说明两种

植物提取物可通过影响病原菌的代谢系统和生理过程来发挥其抑菌作用。
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引起的炭疽病作为降香黄檀犇犪犾犫犲狉犵犻犪狅犱狅狉犻犳犲狉犪

的最主要病害之一，在海南发生严重，常常大面积暴

发，尤其是在降香黄檀人工纯林中。炭疽病菌可以

导致植株叶片穿孔或逐渐干枯，甚至脱落，严重影响

了植株的光合作用，从而影响到降香黄檀芯材的形

成，造成极大的经济损失［１３］。目前国内对降香黄檀

炭疽病主要靠经验采用化学药剂进行防治，常用药

剂有多菌灵、代森锰锌、甲基硫菌灵、中生菌素、吡唑

醚菌酯与代森联的混剂、百菌清等［４７］。针对降香黄

檀炭疽病生物源药剂的研究较少，尤其是研究植物

提取物对病原菌的抑菌机理。而植物源杀菌剂的作

用机理研究大多数是直接将植物提取物作用于病原

菌，测定其对菌丝生长以及孢子产生的抑制程度。垂

序商陆犘犺狔狋狅犾犪犮犮犪犪犿犲狉犻犮犪狀犪 及胜红蓟犃犵犲狉犪狋狌犿

犮狅狀狔狕狅犻犱犲狊乙酸乙酯提取物对降香黄檀炭疽病菌均有

一定的抑菌作用［８］，目前国内外尚无报道垂序商陆及

胜红蓟对降香黄檀炭疽病菌的抑菌机理。

在前期的研究中，本实验室从１３种海南入侵植

物中筛选到２种对降香黄檀炭疽病菌有良好抑菌效

果的植物垂序商陆和胜红蓟，并在研究了２种植物

提取物处理下病原菌菌丝生长过程、菌丝形态变化

等的基础上［８］，通过将垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯

提取物直接作用于降香黄檀炭疽病菌，测定了病原

菌生理指标以及代谢途径中关键酶系统，从病原菌

代谢等方面来研究垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取

物的抑菌机理，这对垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提

取物在生物防治领域中的应用具有重要的指导意

义，为我国研发新的生物农药提供支持，丰富我国生

物农药领域的研究。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌种：为本实验室从海南省澄迈国营林场

的降香黄檀炭疽病病叶中分离的胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲

狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊。

供试植物：胜红蓟、垂序商陆采自海南省澄迈国

营林场。

１．２　方法

１．２．１　垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物的制备

将垂序商陆与胜红蓟洗净后置于干燥通风处阴

干至恒重，放入粉碎机中粉碎，过４０目筛。得到粉

末置于４０℃烘箱中２４ｈ后密封保存。

采用冷浸法进行垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提

取物的制备［９］，以乙酸乙酯作为提取溶剂，固液比为

１∶１０，室温下浸泡３次，每次间隔时间３ｄ，收集３次

滤液进行旋转蒸发，干燥得到粗提物。加入适量无

水乙醇溶解，再加蒸馏水，使乙醇浓度为１０％，粗提

物浓度为１００ｍｇ／ｍＬ。置于冰箱内冷藏备用。

１．２．２　降香黄檀炭疽病菌菌体上清液的制备

准备一定量加有３０ｍＬ已灭菌ＰＤ培养基的三角

瓶，接入降香黄檀炭疽病菌。于２８℃，１６０ｒ／ｍｉｎ振荡

培养６ｄ后，分别加入垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯

提取 物 使 终 浓 度 分 别 为 ３．４１３ ｍｇ／ｍＬ 和

５．８４９ｍｇ／ｍＬ
［８］，以不加药为对照，继续培养，在２、

４、６、８、１０、１２ｈ后以及之后的每隔１２ｈ取出一个三角

瓶。称取一定量菌丝，在－２０℃冰箱中冷冻过夜后加

入５倍体积的０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）以及适

量石英砂，在液氮下研磨成浆。在４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ

的条件下离心１０ｍｉｎ，取上清液，在－２０℃条件下冷

冻保存。

１．２．３　垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物对炭疽

病菌内丙二醛含量的影响测定

　　丙二醛（ＭＤＡ）含量是常用的衡量膜脂过氧化

程度的一个非常重要的生理指标，可以与硫代巴比

妥酸（ＴＢＡ）反应生成红棕色的三甲川（３，５，５ 三甲

基恶唑２，４ 二酮）。ＭＤＡ含量测定采用硫代巴比

妥酸法测定［１０］。

取２ｍＬ上清液与２ｍＬ０．６７％硫代巴比妥酸

混合，１００℃水浴煮沸３０ｍｉｎ，冷却后离心，测定上清

液分别在波长４５０、５３２、６００ｎｍ处的吸光度值，每处

理重复３次。三甲川最大的吸收波长在５３２ｎｍ。

但由于测定丙二醛含量的过程中易受多种物质干

扰，最主要的是可溶性糖，所以为了消除糖类物质对

反应的干扰，丙二醛浓度按下述公式计算：犆（μｍｏｌ／

Ｌ）＝６．４５（犃５３２－犃６００）－０．５６犃４５０。

１．２．４　垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物对炭疽

病菌内蛋白质含量的影响测定

　　为研究垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物对降

香黄檀炭疽菌内蛋白质含量及合成是否有影响，采

用考马斯亮蓝Ｇ２５０比色法
［１１］对２、４、６、８、１０、１２ｈ

后以及之后每隔１２ｈ的菌体进行蛋白质含量的

测定。

标准曲线绘制：试验采用牛血清蛋白（ＢＳＡ）作
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用标准蛋白。准确称取１０ｍｇＢＳＡ，用少量的去离

子水溶解后定容至１０ｍＬ，制成浓度为１．００ｍｇ／ｍＬ

的原液。分别取１．０、０．８、０．６、０．４、０．２ｍＬ原液于

不同具塞试管中，再分别加入０．０、０．２、０．４、０．６、

０．８ｍＬ去离子水使总体积为１．０ｍＬ。分别在各试

管中加入５．０ｍＬ配好的考马斯亮蓝Ｇ２５０反应

液，振荡均匀后放置２ｍｉｎ，然后在５９５ｎｍ处测定

吸光值，以去离子水加反应液为空白对照。重复试

验３次，以蛋白质浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘

制标准曲线。

菌体蛋白含量的测定：准确吸取０．１ｍＬ各处理

样品，分别置于１０ｍＬ具塞试管中，然后加入５ｍＬ考

马斯亮蓝Ｇ２５０反应液，振荡混匀后放置２ｍｉｎ，然

后在５９５ｎｍ处测定吸光值，再根据标准曲线查得菌

体上清液中蛋白质浓度，重复试验３次，求得平均每

克菌体中蛋白质含量。

１．２．５　垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物对炭疽

病菌各类酶活力的影响测定

　　分别测定垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物处

理的降香黄檀炭疽病病原菌体内的超氧化歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）

以及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活力
［１２１５］。利用已制备好

的菌体上清液，按照试剂盒操作步骤分别测定４种

酶的活力，各进行３次试验。ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＳＤＨ以及

ＬＤＨ活力测定均采用南京建成生物工程研究所提

供的试剂盒。

２　结果与分析

２．１　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内丙

二醛含量的影响

　　图１为垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物处理

后的降香黄檀炭疽病菌内丙二醛含量随时间变化情

况。从图１可以看出，与对照组相比垂序商陆乙酸

乙酯提取物处理组丙二醛含量在５６ｈ前基本无变

化，５６ｈ后丙二醛含量大幅增加，在６８ｈ时丙二醛含

量达到最大，为２．０４１μｍｏｌ／Ｌ。这说明在５６ｈ前降

香黄檀炭疽病菌细胞膜脂过氧化程度不高，对垂序商

陆乙酸乙酯提取物具有较好的耐受力，５６ｈ后膜脂过

氧化严重，膜系统遭到破坏。而胜红蓟乙酸乙酯提取

物处理组的丙二醛含量随时间的推移缓慢增加，这说

明降香黄檀炭疽病菌对胜红蓟乙酸乙酯提取物具有

一定的耐受力，但初期就开始受到影响。

图１　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

丙二醛含量的影响
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２．２　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内蛋

白质含量的影响

　　图３显示，垂序商陆乙酸乙酯提取物处理后降

香黄檀炭疽病菌体内蛋白质含量在３２ｈ前呈不断增

加，３２ｈ时蛋白质含量达５．３１１ｍｇ／ｇ，３２ｈ后急剧下

降然后又呈缓慢增加趋势。初期蛋白质含量的升高

可能是由于菌体进入恶劣环境，启动了自身某些保

护机制，保护性酶等大量合成，蛋白质合成增加，而

后随着膜脂氧化程度增加，细胞膜遭到破坏等原因

导致蛋白质含量降低。胜红蓟乙酸乙酯提取物对降

香黄檀炭疽病菌体内蛋白质含量与对照组相比整体

呈现一定的抑制作用，可能的原因是提取物中含有某

种抑制降香黄檀炭疽病菌体内蛋白质合成的成分。

图２　蛋白质浓度测定标准曲线
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图３　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

蛋白质含量的影响
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２．３　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内各

类酶活力的影响

２．３．１　提取物对炭疽病菌体内超氧化物歧化酶活

力的影响

　　超氧化物歧化酶在生物体内的水平高低是衰老

与死亡的直观指标。图４显示，对照组ＳＯＤ活力相

对较稳定，垂序商陆乙酸乙酯提取物处理后的降香

黄檀炭疽病菌体内ＳＯＤ活力呈现先升高后降低的

趋势，在培养３２ｈ后达到峰值，达４２．５Ｕ／（ｇ·

ｍｉｎ）。这说明微生物在提取物的逆境胁迫下，前期

ＳＯＤ增加从而保护菌体，消除新陈代谢产生的有害

物质，但后期由于氧自由基的增加和膜脂过氧化的

加重等原因最终导致酶含量的降低。胜红蓟乙酸乙

酯提取物处理组也呈现相同的趋势，但ＳＯＤ活力在

培养２０ｈ后达到峰值，为３９．６Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），随后

开始下降并维持在较低的水平，仅４Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）。

图４　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

超氧化物歧化酶活力的影响
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２．３．２　提取物对炭疽病菌体内过氧化氢酶活力的

影响

　　过氧化氢酶是生物体防御系统的关键酶之一，

催化细胞内过氧化氢的分解。图５可以看出，对照

组的ＣＡＴ一直维持在较低水平，说明细胞内过氧化

氢含量不多。垂序商陆乙酸乙酯提取物处理组菌体

内的ＣＡＴ水平不断增加以保护细胞免受过氧化氢

的毒害，说明在垂序商陆提取物的逆境胁迫下，微生

物的过氧化氢含量增多，由于过氧化氢是超氧化歧

化酶反应产物之一，所以这与氧自由基的增加和超

氧化歧化酶水平的增高也有一定关系。胜红蓟乙酸

乙酯提取物处理组菌体内ＣＡＴ水平先升高后降低，

在３２ｈ时达到峰值，这可能是由于前期为消除新陈

代谢产生的过氧化氢，ＣＡＴ水平增高，但后期由于

超氧化物歧化酶的逐渐降低以及膜脂过氧化严重等

原因导致了ＣＡＴ水平的降低。

图５　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

过氧化氢酶活力的影响
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２．３．３　提取物对炭疽病菌体内琥珀酸脱氢酶活力

的影响

　　琥珀酸脱氢酶是三羧酸（ＴＣＡ）循环中的两个重要

氧化还原酶之一，以ＦＡＤ作为其脱下电子的受体，可影

响整个三羧酸循环的正常运作。图６为垂序商陆及胜

红蓟乙酸乙酯提取物处理后的降香黄檀炭疽病菌内

ＳＤＨ活力随时间的变化情况。结果显示，空白对照组

中病原菌体内的ＳＤＨ活力在４４ｈ前呈升高趋势，随后

降低，菌体在经过一段时间的强呼吸作用后慢慢趋于

平衡。而垂序商陆乙酸乙酯提取物处理组ＳＤＨ活力

远远小于对照组，并随处理时间的延长而下降到较低

水平，这可能是由于垂序商陆乙酸乙酯提取物抑制或

破坏了病原菌菌丝体细胞内的ＳＤＨ，使整个三羧酸循

环停滞，从而抑制病原菌的生长。胜红蓟乙酸乙酯提

取物处理组的ＳＤＨ活力也小于对照组，并在初期有增

高的趋势，但很快就降低了，这说明胜红蓟乙酸乙酯提

取物对ＳＤＨ的抑制及破坏作用时间较长，且抑制效果

差于垂序商陆乙酸乙酯提取物。

图６　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

琥珀酸脱氢酶活力的影响
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２．３．４　提取物对炭疽病菌体内乳酸脱氢酶活力的影响

乳酸脱氢酶是糖酵解途径中生物氧化的关键
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酶，能够催化乳酸与丙酮酸相互转化，图７显示，降

香黄檀炭疽病菌在生长过程中，ＬＤＨ活力随培养时

间的延长而缓慢降低。垂序商陆乙酸乙酯提取物处

理组病原菌体内的ＬＤＨ活力远小于对照组，并随

时间推移下降到较低水平，这说明垂序商陆乙酸乙

酯提取物可能通过抑制菌体内ＬＤＨ的合成或者破

坏菌体内ＬＤＨ对菌体细胞的糖酵解途径产生严重

干扰。而胜红蓟乙酸乙酯提取物对菌体内的ＬＤＨ

影响程度低于垂序商陆乙酸乙酯提取物，这可能也

是胜红蓟乙酸乙酯提取物抑菌活性差于垂序商陆乙

酸乙酯提取物的原因之一。

图７　垂序商陆及胜红蓟提取物对炭疽病菌体内

乳酸脱氢酶活力的影响
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３　讨论

生物体内丙二醛含量是衡量膜脂过氧化程度

的一个非常重要的生理指标，是在逆境条件下发

生膜脂过氧化反应的产物之一，其含量高低表示

细胞膜脂过氧化程度和生物对逆境条件耐受能

力的强弱。本试验通过测定丙二醛含量发现两

种植物乙酸乙酯提取物都能在一定程度上破坏

降香黄檀炭疽病菌的膜系统，从而在一定程度上

导致蛋白质含量的变化。

ＳＯＤ是生物体中最重要的抗氧化酶，能够催化

超氧化物通过歧化反应转化为Ｏ２和Ｈ２Ｏ２，消除生

物体在新陈代谢过程中产生的有害物质，保护细胞

免受氧自由基的伤害并保持细胞膜的柔软健康。

ＣＡＴ也是生物防御体系的关键酶之一，清除ＳＯＤ

的歧化产物Ｈ２Ｏ２分解成为分子氧和水，使得Ｈ２Ｏ２

不至于与Ｏ２在铁螯合物作用下反应生成非常有害

的ＯＨ，保护细胞免受毒害。国内外研究表明
［１６１８］，

生物体发病或生长不良初期，自由基大幅产生并引

起氧化应激，影响蛋白质表达等调节、应答机制。而

在自由基的诱导下，细胞会诱导性地增强抗氧化能

力，一般会出现ＳＯＤ水平增高现象。但随着高浓度

自由基对ＳＯＤ的大量消耗以及机体的调节机制，

ＳＯＤ的生物合成能力很快回落到低水平，并与较高

浓度的自由基保持新的动态平衡。本试验中两种植

物提取物处理组中ＳＯＤ活力的变化也出现与之相

同的趋势。ＳＤＨ是三羧酸循环的关键酶之一，催化

琥珀酸脱氢生成黄素腺嘌呤二核苷酸和延胡索酸，

是连接氧化磷酸化与电子传递的枢纽之一，可以为

细胞需氧和产能的呼吸链提供电子，其活性可以作

为评价三羧酸循环运行程度的指标。而ＬＤＨ作为

糖酵解途径中生物氧化的关键酶，催化乳酸与丙酮

酸相互转化，其变化可以影响整个糖酵解过程。本

试验中病原菌体内的丙二醛含量、保护性酶以及代

谢关键酶都受到植物提取物的影响，可以初步判断

垂序商陆乙酸乙酯提取物和胜红蓟乙酸乙酯提取物

对病原菌的抑菌作用方式。

不同植物杀菌有效成分对微生物的作用位点不

同，抑制真菌菌丝生长、孢子的产生或萌发、附着胞

形成及侵入丝的形成；干扰细菌细胞壁合成、抑制核

复制和转录、抑制蛋白质的合成等。如张国珍等［１９］

从麻黄和细辛中提取的麻黄油和细辛油可抑制人参

链格孢分生孢子和薏苡黑粉菌冬孢子萌发。杨

帮［２０］通过观察美洲商陆提取物对柑橘绿霉病菌菌

丝的作用过程，发现美洲商陆能明显抑制绿霉病菌

菌丝生长，产生畸形，分支间距缩短。本试验初步探

索了垂序商陆及胜红蓟乙酸乙酯提取物的抑菌机

理，了解了这两种提取物对降香黄檀炭疽病菌体内

关键酶的影响，但对其具体的作用位点并未进行研

究，今后有必要加深这方面的研究。
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